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“Um dos segredos da vida é fazer degraus com as pedras em que

tropecamos’”’

(Jack Penn)

“A nossa maior fraqueza esta em desistir. O caminho mais Certo para

vencer ¢ tentar mais uma vez.”’

(Thomas Edison)
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Resumo

O sangue é uma forma particular de tecido cuja principal fungéo é a manutencgéo da vida,

através do transporte de oxigénio, nutrientes, hormonas.

Na pratica clinica ocorre por vezes a necessidade de transfusdes sanguineas, salvando
vidas. A obtencgdo de sangue ou seus derivados sé é possivel através de dadores saudaveis.
Contudo, nem todos os individuos saudaveis sao elegiveis para ser dadores de sangue,
por ndo cumprimento de critérios estabelecidos na Lei n.° 2004/33/CE, Artigo 4.°, anexo

iii, do Acorddo do Tribunal da Justica.

Com vista a clarificar os critérios de selecdo de dadores de sangue referidos a toma
pontual de farmacos, realizou.se este trabalho de dissertacdo no ambito do Mestrado em
Ciéncias Biofarmacéuticas, cujos objetivos sdo a analise farmacocinética de alguns destes
farmacos, com base na prevaléncia do seu consumo, e na defini¢do do periodo de tempo

aconselhado para a sua eliminacéo total do dador.

O trabalho tem como foco a classe dos farmacos anti-inflamatérios ndo esteroides
(AINE’S) que originam a excluséo temporéria de dadores por um periodo de 120h apds
a sua administracdo. Este grupo terapéutico inclui farmacos de ndo prescricdo médica,

usados como analgésicos, antipiréticos e anti-inflamatérios.

A metodologia experimental incluiu a selecdo dos AINE’'S a estudar, a revisdao da
literatura e a andlise in silico de modo a fazer previsao de perfis farmacocinéticos e dos
tempos de semi-vida de eliminacdo dos farmacos selecionados. A revisdo da literatura
permitiu centrar o trabalho nos AINE’s mais consumidos (Ibuprofeno, o Diclofenac e o
Naproxeno) e destes, no naproxeno, pelo seu tempo de semi-vida longo, podendo este ser
representar o passo limitante para a definicdo do tempo de restricdo temporéria dos

dadores de sangue ap6s a toma destas substancias.

No trabalho de modelagdo usou-se um modelo farmacocinético de base fisioldgica,

disponibilizado no software PK-Sim®.

A partir da simulacdo efetuada numa populacéo de individuos com idades compreendidas
entre 0s 18 e 0s 65 anos, obteve-se um valor médio de semi-vida de eliminacdo de 21h e
um valor extremo de 36h. Segundo o Manual de Triagem do Dador de Sangue apés a
toma de AINE’s prevé-se uma restricdo temporaria de 5 dias (120h), o que assegura que

ao fim desse tempo, segundo os dados obtidos de eliminacdo nos RCM’s 99,6% de

vii



Naproxeno presente no organismo ja tenha sido eliminado, segundo o tempo de
eliminacdo meédio obtido na simulagéo de 21h, a percentagem de farmaco eliminado seria
98% e tendo em conta o tempo de eliminagdo maximo de 36h, a percentagem de farmaco

eliminado seria 90%.

Assim, a restricdo de 120h garante que pelo menos 90% do naproxeno presente no
organismo tenha sido eliminado na altura da doacdo, sendo por isso um bom compromisso
para a seguranca/protecdo dos receptores do sangue doado. No entanto, para AINE’s
como o diclofenc e o ibuprofeno, que possuem tempos de semi-vida de eliminagédo
considerados curtos, a restricdo temporaria de 120h é limitante, mas como ¢é dificil
especificar um periodo de restri¢cdo por farmaco, uma vez que a triagem de dadores deve
ser célere, o tempo de 120h parece ser um bom compromisso entre a seguranca e 0S

objetivos da triagem de dadores.

Palavras-chave: dadores de sangue, rejeicdo de dadores de sangue, farmacocinética,
anti-inflamatorios ndo esteroides, modulacao farmacocinética, modelos farmacocinéticos

de base fisioldgica, PK-Sim®.
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Abstract

Blood is a particular form of tissue whose main function is the maintenance of life through

the transport of oxygen, nutrients, hormones.

In clinical practice there is sometimes a need for life-saving blood transfusions. Obtaining
blood or blood products is only possible through healthy donors. However, not all healthy
individuals are eligible to be blood donors because of non-compliance with criteria set
out in the Portuguese Law 2004/33 / EC, Article 4, Annex IlI, of the Court's Judgment.

In order to clarify the selection criteria for blood donors referred to the timely use of
drugs, this dissertation work, carried out under the Master of Biopharmaceutical Sciences,
has as objectives the pharmacokinetic analysis of some of these drugs, based on the
prevalence of the drug. its consumption, and in the definition of the recommended period

of time for its total elimination from the donor.

The study focuses on the class of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) that
lead to temporary donor exclusion for a period of 120 hours after their administration.
This therapeutic group includes non-prescription drugs used as analgesics, antipyretics

and anti-inflammatory drugs.

The experimental methodology included the selection of NSAIDs to be studied, literature
review and in silico analysis to predict pharmacokinetic profiles and elimination half-
lives of the selected drugs. The literature review allowed to focus the work on the most
consumed NSAIDs (Ibuprofen, Diclofenac and Naproxen) and of these, on naproxen, for
its long half-life, which may represent the limiting step to define the restriction time for

blood donors, after taking these substances.

In the modeling work, a physiologically based pharmacokinetic model, available in the

PK-Sim® software, was used.

From the simulations performed on a population of individuals aged 18 to 65 years, an
average elimination half-life of 21 hours and an extreme value of 36 hours were obtained
for naproxen. According to the Blood Donor Screening Manual, after taking NSAIDs, a
temporary restriction of 5 days (120 hours) is foreseen, which ensures that at the end of
this time, according to the elimination data obtained in SmPC, 99.6% of naproxen present

in the body has already been eliminated, assuming a mean elimination half-life of 21



hours. In the case that a maximum elimination half-life time of 36 hours is assumed, the

expected percentage of eliminated drug is 90%.

Thus, the 120h restriction ensures that at least 90% of the naproxen present in the body
has been eliminated at the time of donation, making it a good compromise for the safety
/ protection of donated blood recipients. However, for NSAIDs such as diclofenc and
ibuprofen, which have short elimination half-lives, the temporary restriction of 120h is
considered as limiting. However as it is difficult to specify a drug restriction period as the
screening of donors should be swift, 120h time seems to be a good compromise between

safety and donor screening objectives.

From the simulation performed on a population of individuals aged 18 to 65 years, an
average elimination half-life of 21h and an extreme value of 36h were obtained.
According to the Blood Donor Screening Manual after NSAIDs, a temporary restriction
of 5 days (120h) is planned, which ensures that at the end of that time, according to the
data obtained for elimination in the SPC's 99.6% of Naproxen present in the body has
already been eliminated, according to the mean elimination time obtained in the 21h
simulation, the percentage of drug eliminated would be 98% and taking into account the

maximum elimination time of 36h, the percentage of drug eliminated would be 90%.

Thus, the 120h restriction ensures that at least 90% of the naproxen present in the body
has been eliminated at the time of donation, thus making a good compromise for the safety
/ protection of donated blood recipients. However, for NSAIDs such as diclofenc and
ibuprofen, which have short elimination half-lives, the temporary restriction of 120h is
limiting. Considering the difficulty on the specification of restriction periods for each
drug, as donor screening should be fast, 120h time seems to be a good compromise

between safety and donor screening objectives.

Keywords: blood donors, blood donor rejection, pharmacokinetics, non-steroidal anti-

inflammatory drugs, physiologically based pharmacokinetic modelling, PK-Sim®.



1. Introducao

O sangue é uma forma particular de tecido e que possui como principal funcdo a
manutencdo da vida, através do transporte de oxigénio, nutrientes, hormonas, etc.
O sangue é constituido essencialmente pelo plasma (fase liquida) e células em suspensao,

nomeadamente, gldbulos vermelhos, glébulos brancos e plaquetas (figura 1) [1, 2].

glébulos
vermelhos

plasma

© 2010 Encyclopadia Britannica, Inc. plaguetas

Figura 1 - Representacao esquematica de um vaso sanguineo, no qual o sangue
circula. Nesta representacao é possivel ver o plasma (fase liquida) e as células
em suspensao (glébulos vermelhos, glébulos brancos e plaquetas)

1.1Dador de Sangue

A necessidade de transfusdes sanguineas é frequente em diversas situagdes na pratica
clinica e salva vidas. A obtenc¢do de sangue ou seus derivados s6 é possivel através de
dadores saudaveis.

Na figura 2 estdo representadas a estatisticas relativamente as doacfes e transfusfes
sanguineas na Unido Europeia [3, 4, 5].



BLOOD DONATIONS AND TRANSFUSIONS IN THE EU
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Figura 2 - Estatisticas relativas aos dadores de sangue e as transfusdes
realizadas na Uniao Europeia.

Segundo a Lei n.° 37/2012, Artigo 3.°, entende-se por dador de sangue aquele que,
depois de aceite clinicamente, doa benevolamente e de forma voluntaria parte do seu
sangue para fins terapéuticos, sendo a dadiva de sangue um ato civico, voluntario,

benévolo e ndo remunerado (Artigo 4.°) [5].

Contudo, nem todos os individuos saudaveis podem ser dadores de sangue. Os dadores
devem cumprir um conjunto de critérios gerais, homeadamente, ter habitos de vida
saudaveis, peso igual ou superior a 50 kg e idade compreendida entre os 18 e 65 anos. No

caso de uma primeira dadiva, a idade limite é 60 anos.

A doacdo de sangue pode ser feita a cada quatro meses por mulheres e a cada trés meses
pelos homens. Em cada doagdo sdo recolhidos cerca de 450 mL de sangue, volume

considerado seguro para o dador [4, 5].

Ainda de acordo com a Lei n.° 37/2012, Artigo 5.°, sdo considerados deveres do dador de

sangue:

1. A observagdo das normas técnicas e cientificas previamente estabelecidas, tendo
em vista a defesa da sua salde e a do doente recetor.
2. A colaboracdo com os servicos de sangue, em particular através do cumprimento
dos seguintes pressupostos:
a. O consentimento para a dadiva de sangue deve ser formalizado por escrito,
através do preenchimento do modelo aprovado pelo organismo publico

responsavel;


https://ec.europa.eu/health/blood_tissues_organs/blood_en

b.

O dador de sangue deve prestar aos servicos de sangue as informacdes
solicitadas pelo organismo publico responsavel, respondendo com
verdade, consciéncia e responsabilidade;

O dador de sangue encontra-se subordinado a rigorosos critérios de
elegibilidade, tendo em vista a preservacdo da sua saude e a protecdo do

recetor de quaisquer riscos de infegdo ou  contagio.

A Lei n.° 37/2012 define no seu Artigo 6.° os direitos dos dadores de sangue, conforme

abaixo descrito.

1. O dador ou candidato a dador tem direito:

a.

Ao respeito e salvaguarda da sua integridade fisica e mental;

A receber informacéo precisa, compreensivel e completa sobre todos 0s

aspetos relevantes relacionados com a dadiva de sangue;
A néo ser objeto de discriminacao;

A confidencialidade e & protecéo dos seus dados pessoais, nos termos da

Constituicdo da Republica Portuguesa e da legislacdo em vigor;
Ao reconhecimento publico;

A isencdo das taxas moderadoras no acesso as prestagdes do Servico
Nacional de Sadde (SNS), nos termos da legislacdo em vigor;

A ausentar-se das suas atividades profissionais, a fim de dar sangue, pelo
tempo considerado necessario para o efeito, sem quaisquer perdas de

direitos ou regalias do trabalhador dador;
Ao seguro do dador;

A acessibilidade gratuita ao estacionamento dos estabelecimentos do

SNS, aquando da dadiva de sangue.

2. Na&o perde os direitos consagrados no numero anterior o dador que:



a. Esteja impedido definitivamente, por razdes clinicas, ou por limite de

idade e tenha efetuado o minimo de 10 dadivas, nos ultimos cinco anos;

b. Por razdes clinicas devidamente comprovadas, ou por motivos que Ihe ndo
sejam imputaveis, venha a encontrar-se temporariamente impedido da
dadiva, e desde que tenha efetuado o minimo de 10 dadivas, nos ultimos

cinco anos.

3. Paraaavaliacdo da elegibilidade do dador, os servigos de sangue dispdem de local

que garanta a privacidade da entrevista.

4. Perde o direito aos beneficios o dador que interrompa, sem motivo justificado e

por mais de 24 meses, a dadiva de sangue [5].

1.2Tipos de Doacéo Sanguinea

A dédiva de sangue pode ser classificada em dadiva de sangue total ou dadiva de aférese.

A déadiva de sangue total é a mais comum, sendo que o sangue ¢ colhido para um sistema
de 4 sacos de plastico biocompativel. Apenas o saco mée recebe a dadiva de sangue que,
apos centrifugacdo posterior, permite a separacdo dos diversos componentes sanguineos.
Assim, apos centrifugacao, obtém-se na fase superior o plasma, que tem cor amarelada,
na fase inferior os glébulos vermelhos, e na fase intermédia, correspondente a uma faixa
rosada, as plaquetas, como se pode verificar na figura 3. ApOs a separacdo cada

componente é entdo transferido para cada um dos sacos satélite [4, 6].



Antes Depois

Figura 3 — Tubos de ensaio com amostra sanguinea. No tubo “Antes” encontra-se a amostra

de sangue total ndo centrifugado. No tubo “Depois” encontra-se a amostra sanguinea apos

centrifugacgéo, na qual € possivel ver a separagéo dos diversos componentes sanguineos.
Na dadiva por aférese, o termo significa “separar” ou “retirar”, iSto €, no processo da
dadiva sanguinea ocorre a separacdo dos componentes sanguineos a medida que o sangue
é colhido. Neste tipo de colheita pode optar-se por um componente especifico (plasma,
globulos vermelhos, plaquetas) necessario para um doente. E preferivel que todos os

dadores de aférese ja tenham doado sangue total anteriormente.

Nesta técnica, o sangue € colhido de uma veia do antebraco e passa por uma
centrifuga especial através de um sistema de tubos esterilizados (figura 4). Uma parte
das plaguetas, ou uma combinacdo de plaguetas e outro componente, sdo removidas,
enquanto os restantes componentes do sangue sdo devolvidos através do mesmo

antebraco. Este processo dura entre 45 a 90 minutos.

o o vy \v:n

Figura 4 - Dadiva de sangue por aférese. A imagem ilustra o equipamento utilizado, podendo
igualmente observar-se 0s sacos recetores dos diferentes componentes do sangue ja
separados, com devolugdo ao dador dos componentes nao necessarios.

Durante todo o procedimento, o sangue circula num “kit” de uso unico e descartavel,

ndo entrando em contacto com qualquer tubo ou equipamento que tenha estado em



contacto com o sangue de outro dador, tornando cada doacdo absolutamente segura
e estéril [6, 7].

A dadiva por aférese pode ter por objetivo a recolha:
o Plaquetas

As plaquetas sdo as células mais pequenas do sangue, necessarias para formar
coagulos, (e parar hemorragias) ou seja, essenciais para doentes com leucemia e
outros tipos de cancro, cirurgia cardiaca, ou doentes submetidos a transplante de

medula 6ssea.

O numero de plaquetas colhidas por aférese é equivalente ao nimero de plaquetas
obtido em 6 a 10 doacBes de sangue totais e como tal € um processo bastante
vantajoso, pois em vez de um doente receber as plaquetas provenientes de 6 a 10
dadores diferentes, recebera a mesma quantidade de plaquetas de apenas um Unico
dador [6].

o Plasma

O plasma é muitas vezes necessario em queimados ou traumatizados, recetores de

transplante de 6rgdos e doentes com alteracdes de coagulacao.

A doacdo de plasma por aférese permite obter trés vezes mais quantidade de plasma
que numa doacéo de sangue total, ou seja, o doente em vez de receber trés unidades
de plasma de diferentes dadores, pode receber a mesma quantidade apenas de um

unico dador [6].
o Multicomponentes

Este tipo de dadiva permite que o dador dé qualquer um dos trés componentes
(plagquetas, glébulos vermelhos ou plasma), ou qualquer combinacdo dos trés,
dependendo das suas caracteristicas (quantidade de sangue circulante, contagens
celulares e tempo disponivel) é possivel otimizar o tipo de componentes a doar numa
unica sessdo, para responder de melhor as necessidades dos doentes, eliminando a
necessidade de multiplas doagdes para 0 mesmo doente. Os componentes que ndo sao

necessarios sdo devolvidos ao dador [6].



o Dupla de Eritrocitos

Neste tipo de dadiva, o dador pode doar duas unidades de concentrado de eritrécitos,

em vez de uma s6, como acontecia na doacao de sangue total.

Este processo separa 0 sangue nos seus componentes a medida que € colhido, como se
colhem apenas os eritrocitos, obtemos uma quantidade suficiente para duas transfusdes.

Os restantes componentes séo devolvidos ao dador [6].

1.5Criterios de Eligibilidade

A elegibilidade do dador voluntario é determinada segundo um conjunto de critérios
gerais e especificos, avaliados através de uma entrevista clinica detalhada, sob
confidencialidade, apoiada no questionario prévio assinado pelo dador. Os critérios
abaixo indicados estdo descritos na Lei n.° 2004/33/CE, Artigo 4.°, anexo iii, do Acordéo

do Tribunal da Justica.

A adocdo dos requisitos técnicos que se seguem, e a sua adaptacdo ao progresso técnico
e cientifico, devem ser efetuadas em conformidade com o procedimento referido no
ponto 2 do Artigo 28.° [8].

1.3.1 Critérios Gerais

Os critérios gerais (idade, peso, hemoglobina no sague e proteinas) necessarios para

proceder a doagdo de sangue encontram-se disponiveis na tabela 1 [9, 10].

Tabela 1 — Critérios gerais para elegibilidade de dador de sangue

Critérios Gerais

Idade 18 a 65 anos
Peso >50kg
Hemoglobinano | Mulher >=125 g/L
sangue Homem >=135 g/L
Proteinas >=60 g/L



1.3.2 Critérios Especificos

Os critérios especificos relacionados com a doacdo sanguinea estdo relacionados com
doengas e/ou comportamentos que coloquem em risco a qualidade do sangue doado.
Como tal e de modo a ndo prejudicar o recetor, o dador pode ser impedido de doar sangue

definitivamente ou temporariamente [11, 12].

o RestricGes definitivas / permanentes

Os candidatos a dadores estdo permanentemente excluidos em caso de doencas
cardiovasculares, doencas do sistema nervoso central, diatese hemorragica, episodios
repetidos de sincope ou antecedentes de convulsdes, doencas gastrointestinais,
geniturinarias, hematoldgicas, imunoldgicas, metabolicas, renais ou do aparelho
respiratorio, diabetes (caso utilizem insulina), doencas infeciosas (Hepatite B, Hepatite
C, VIH-1/2, HTLV I/1l, Babesiose, Kala-azar, Trypanosomiasis cruzi, doen¢as malignas,
encefalopatias espongiformes transmissiveis, utilizacdo de farmacos por via intravenosa
(IV) ou intramuscular (IM) (qualquer utilizacéo de fa&rmacos ndo prescritas por via IV ou
IM, incluindo esterdides ou hormonas para culturismo), recetores de xenotransplantes e
individuos cujo comportamento sexual os coloque em grande risco de contrair doencas

infecciosas graves suscetiveis de serem transmitidas pelo sangue [12, 13].

o RestricGes temporarias

Os candidatos a dadores estdo temporariamente suspensos de doacdo caso possuam
doencas e/ou comportamentos e coloquem em risco de forma temporaria a doagdo
sanguinea. Na tabela 2 estdo descritos os critérios que levam a restricdo temporaria dos
dadores de sangue como € o caso das doengas infeciosas, exposi¢do ao risco de contrair

infecdo transmissivel por transfusdo, vacinacgdo e outras suspensdes temporarias [12, 13].



Tabela 2 — Critérios especificos de suspensdo temporaria de dadores de sangue

Critérios especificos que levam a suspensdo temporaria de doacao sanguinea

Doenca infeciosa

Exposicdo ao risco de contrair infecdo

transmissivel por transfusao

Vacinagao

Outras suspensdes temporarias

Sifilis;

Tuberculose;

Sindrome gripal;

Brucelose (...)

Tatuagem ou body piercing;

Exposicdo acidental a sangue sobre
mucosas ou a picada de agulha
Transplante de tecidos ou células de
origem humana

Transfusdo de componentes sanguineos
Virus ou bactérias atenuados

Toxoides

Vacinas contra a encefalite transmitida
por carragas

Raiva

Gravidez

Peguena cirurgia

Cuidados dentarios (pequena cirurgia,
extracdo de dentes, obturacGes)

Medicacao

O uso de medicacdo na terapéutica de doenca nédo cronica constitui um dos critérios de

rejeicdo temporaria de dadores. Segundo 0 Manual de Triagem de dadores de sangue do

Instituto Portugués do Sangue e da Transplantacdo e segundo os Critérios de Selecdo de

dadores de sangue do Instituto Portugués do Sangue, esta medicacao inclui os seguintes

farmacos e periodo de suspensdo ap6s administragéo:

= Acitretina — 3 anos;

» Antibidtico — 7 dias ap6s terminar a medicagdo, desde que assintomatico;

= Anticoncecional — 7 dias (caso tenho sido necessario cirurgia para colocacéo de

dispositivo);

= Anticonvulsivantes e neurolépticos — 1 més;



= Anti inflamatorios nédo esteroides — 5 dias;

* Antitiroideios — 2 anos;

= Clopidogrel/ Ticlopidina — 14 dias;

= Colchicina — 1 més;

= Corticoides — 1 més;

= Dissulfiran — 7 dias;

» Dutasteride — 6 meses;

» Finasteride — 1 més;

» Fotoquimioterapia — 1 més;

= Heparina— 3 dias;

= Imunoglobulina — 6 meses;

» Imunomoduladores/ Imunosupressores orais — 6 meses;

= Isotretinoina — 1 més;

= Misoprostol — 1 més;

= Nitrofurantoina — 1 més;

= Osetalmivir — 7 dias;

= Radiofarmacos — Em caso de utilizacdo para diagnostico: 24 horas; Em caso de
iodo radioativo: 6 meses;

= Radioterapia — 6 meses em tumor benigno;

= Tetraciclinas — 1 més;

» Varfarina — 7 dias;

= Vitamina A (dose superior a 25 000 U/dia) — 1 més.

Os farmacos enumerados sdo, de acordo com os documentos acima mencionados, 0s

principais responsaveis pela exclusdo temporaria de dadores de sangue [12, 13].
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1.4 Medicacdo para tratamento de doenca ndo cronica que origina
rejeicao de dadores de sangue

1.4.1 Anti-Inflamatorios Ndo Esteroides — AINE s

As prostaglandinas sdo sinais quimicos, celulares lipidicos semelhantes a hormonas e que
promovem a inflamacao que é necessaria para combater um determinado problema, de
modo a atingir a cura, mas que também resulta em dor e febre; auxiliam também a
coagulagdo sanguinea, através da sua acdo nas plaquetas; protegem o revestimento do
estdmago dos efeitos prejudiciais do acido. Estes sinais quimicos sdo produzidos pelas
células através das isoenzimas da cicloxigenase (COX), a ciclooxigenase 1 (COX1) e a
ciclooxigenase 2 (COX2), ap6s lesdo ou estimulo inflamatério no tecido. Estas enzimas
estdo envolvidas na sintese da prostaglandina G / H [14, 15, 16].

As enzimas COX sdo ativas atravées da acdo da fosfolipase A no acido araquidénico, um
constituinte normal dos fosfolipidios das membranas. Os estimulos inflamatorios ativam
recetores de membrana, acoplados a uma proteina regulatéria ligada a um nucleotideo
guanina (proteina “G”). A partir desta ligagdo, ativa-se a fosfolipase A especifica. Faz
parte deste complexo ainda, uma elevacdo da concentracdo de calcio (Ca++) no meio
intracelular. A fosfolipase A hidrolisa os fosfolipidios da membrana, particularmente
fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina, “libertando” assim o acido araquiddnico. O acido
libertado serve entdo de substrato para as duas vias enzimaticas da COX, que séo

responsaveis por desencadear a sintese das prostaglandinas (figura 5) [17,18].
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Figura 5 - O &cido araquidodnico é a base para a formacéo das isoenzimas COX, que
por sua vez sdo responsaveis pela produgéo dos sinais quimicos que promovem a
inflamacdo, as prostaglandinas. As isoenzimas COX 1 e COX 2, além da producéo
de prostanglandinas séo ainda responsaveis por uma série de efeitos homostasicos e
inflamatérios.

Desde 1893, quando o quimico alemao Felix Hoffman incentivou a Bayer a produzir o
acido acetilsalicilico, mais conhecido como Aspirina, os agentes anti-inflamatérios ndo
esteroides (AINE’s) passaram a ser dos medicamentos mais prescritos e usados por todo
0 mundo [19].

Os anti-inflamatoérios ndo esteroides (AINE’s) sdo uma ampla classe de agentes com
efeitos analgésicos, antipiréticos e propriedades anti-inflamatérias que inibem as duas
isoenzimas COX1 e COX2. Ao bloquearem as enzimas COX, os AINE’s reduzem as
prostaglandinas em todo o corpo, levando a reducéo da inflamacéo, dor e febre [14, 15,
16].

1.4.1.1 Tipos de AINE’s

Os AINE’s sdo um dos grupos de medicamentos mais prescritos em todo o mundo, usados

por mais de 30 milhdes de pessoas todos os dias.
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Este grupo é frequentemente utilizado no alivio dos sintomas da constipacao e gripe
associados a congestdo, cefaleias, febre, alivio da dor associada a menstruagdes, entorses
ou distensdes, dores de dentes, etc [20, 21, 22, 23].

A COX-1 e COX-2 s&o semelhantes entre si, em termos de estrutura, mas distintas do
ponto de vista farmacolégico. A COX-2 é a enzima associada a inflamacéo e febre,
enquanto a COX-1 esta associada a protecdo da mucosa gastrica do &cido secretado pelo
estdmago, possuindo igualmente uma acdo farmacoldgica essencial na coagulagédo

sanguinea, ao induzir a unido das plaquetas.

Esta classe de agentes é bastante heterogénea e inclui varios tipos de inibidores da

ciclooxigenase, que podem ser seletivos ou nédo seletivos.

Os AINE’s nao-seletivos bloqueiam no homem os dois tipos da enzima COX, de maneira
que, embora a inflamacdo e dor sejam reduzidas, alguns dos bons efeitos das
prostaglandinas, como a protecdo da mucosa gastrica, sdo eliminadas. Assim foram
desenvolvidos farmacos seletivos apenas para a COX-2, responsavel pela dor e
inflamacdo, sem afetar o efeito de protecdo da mucosa gastrica [20, 24].

AINE’s Néo - Seletivos
Os AINE’s nao-seletivos sdo farmacos que inibem os dois tipos da enzima COX, a COX
1eCOX2.

Dentro deste grupo, os AINE’s podem ser subclassificados com base na estrutura

quimica, como abaixo descrito [24, 25].

Salicilatos (por exemplo, aspirina ou acido acetilsalicilico);

Acidos propanoicos (Profenos) (por exemplo, ibuprofeno, naproxeno);
Acidos Arilo e Heteroarilacéticos (por exemplo, Proglumetacina);
Antranilatos (por exemplo, Diclofenac mais reconhecido por Voltaren);
Oxicams (Acidos Endlicos) (por exemplo, Piroxicam);

Fenilpirazolonas (por exemplo, Metamizol);

SR N N N N NN

Anilidas (por exemplo, acetaminofeno, mais conhecido por paracetamol).
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AINE’s Seletivos

Os AINE’s seletivos inibem apenas a enzima COX-2, permitindo a producdo das
prostaglandinas que protegem o estdmago, ndo tém os efeitos antiplaquetarios associados
aos AINE’s ndo seletivos e, portanto, ndo alteram a coagulacdo, enquanto conseguem

aliviar a febre, a dor e a inflamacéo.

Alguns exemplos de AINE’s seletivos sdo: Celecoxib, Rofecoxib, Valdecoxib [24, 25].

1., Farmacocinética

A farmacocinética é a ciéncia que visa 0 estudo dos processos cinéticos envolvidos na
absorcéo, distribui¢do, metabolismo e excrecéo de fa&rmacos (ADME), e que determinam
uma curva concentracdo-tempo (figura 6). O termo “farmacocinética” foi introduzido
pela primeira vez por F.H. Dost, em 1953, no seu texto, Der Blltspiegel-Kinetic der
Konzentrationsablaufe in der Frieslaufflissigkeit [26, 27, 28].

Intravenosa

Intramuscular

Oral

Concentragdao

Rectal

Tempo

Figura 6 — Representacéo grafica de curvas de concentracao em fungdo do tempo,
apés dose Unica. As diferentes curvas correspondem a diferentes vias de
administracdo. Imagem adaptada.

A absorcéo é definida como o conjunto de processos biofarmacéuticos que ocorrem
desde a administracdo do fArmaco até que este atinja a corrente sistémica. De acordo com
a via de administracdo, o local de absor¢do varia, bem como a complexidade dos

processos cinéticos, sendo a absor¢édo oral a mais comum [29, 30].
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No entanto, nem todas as moléculas do farmaco administrado sdo passiveis de ser
absorvidas e/ou conseguem atingir a circulacdo sistémica, mas sim uma fragdo destas
moléculas, denominada de biodisponibilidade. As moléculas do farmaco que sao
absorvidas mas sdo metabolizadas antes de atingirem a corrente sistémica, ao nivel
intestinal e/ou hepatico, definem o conceito de primeira passagem, ou a fracdo de farmaco
que é metabolizada pre-sistémicamente [28, 29, 30].

A distribuicao define-se como o conjunto de processos cinéticos envolvidos na passagem
dos farmacos da corrente sistémica para os diferentes tecidos e no seu regresso a corrente
sistémica. A distribuicdo depende da perfusdo sanguinea, da capacidade de ligacdo do
farmaco as proteinas plasmaticas e componentes de tecidos e da permeabilidade das
paredes dos vasos e das membranas plasmaticas das células nos tecidos ao farmaco [29,
31, 32].

A metabolizacéo define-se como o conjunto de processos cinéticos nos quais o farmaco
sofre reacBes quimicas (metabolismo de fase | e/ou fase Il) e se transforma noutras
espécies quimicas (denominadas metabolitos), mas hidrossollveis que permite a sua
excrecdo por via renal. O figado é o principal 6rgdo de metabolismo dos farmacos. O
citocromo P450 é o principal conjunto enzimatico (de fase 1) responsavel pelo

metabolismo de um grande nimero de farmacos [29, 31, 32].

A excrecao define-se como o conjunto de processos cinéticos que permitem a eliminacao
dos farmacos por via renal ou biliar. A eliminacdo dos farmacos do organismo pode

ocorrer assim por metabolismo e excre¢éo na sua forma inalterada [31, 32].

A anédlise farmacocinética € conseguida por andlise das curvas de concentragdo
plasmatica do farmaco ao longo tempo através de uma abordagem que recorre ao uso de
modelos matematicos que descrevam o perfil da curva (modelos compartimentais,
modelos fisiologicos), ou através de uma abordagem que ndo necessita de modelos
matematicos abordagem ndo compartimental). Em ambas as abordagens, as curvas de
concentracdo plasmatica de farmaco ao longo do tempo séo caracterizadas por parametros

farmacocinéticos, cuja descricdo se apresenta abaixo:
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Tabela 3 - Pardmetros Farmacocinéticos e a sua respetiva descricao.

Parametro Descri¢cdo

Crmax Concentracdo plasmatica maxima observada, obtida diretamente
do perfil de concentragéo ao longo do tempo

tmax Tempo no qual ocorre a concentragdo plasméatica méaxima
observada

AUCo+ Area sob a curva de concentrago plasmatica versus tempo (AUC)

desde o tempo zero até ao tempo de amostragem em que a
concentracdo plasmatica € superior ao limite de quantificacéo.
Este pardmetro é calculado pelo método trapezoidal

AUCo Area sob a curva de concentrago plasmatica versus tempo (AUC)
desde o tempo zero até ao infinito, calculada como:
AUCq..= AUCo.t + (Ciast/Az), em que Ciast € a Ultima concentragédo
plasmatica mesuravel e A; a constante de velocidade eliminacdo

terminal

Az Constante de velocidade eliminacao terminal

ti2 Tempo de semi-vida de eliminagéo terminal, calculado como
In 2/,

Cl Clearance total do farmaco no organismo, calculada como a razao
da dose pela AUCo.-«, apds administracdo intravenosa

Cl/F Clearance total do farmaco no organismo, afetado do fator de

biodisponibilidade F, calculada como a razdo da dose pela AUC,.
«, apOs administracdo extravascular
Vz Volume de distribuicdo aparente, baseado na fase terminal da
curva de concentracdo plasmatica vs tempo obtida apos
administracdo intravenosa. Este parametro é calculado de acordo
Dose

com a equacao: hz AUC,,
Vz/F Volume de distribuicdo aparente afetado do fator de
biodisponibilidade F, que para a administracdo extravascular nao

é conhecido. Este parametro € calculado pela equacéo:
Dose * F

AZ * AUCO—oo

Através da utilizacdo de modelos farmacocinéticos é possivel igualmente realizar
previsdes dos perfis plasméticos e de parametros farmacocinéticos em condic¢Bes
diferentes daquelas em que foram obtidos os dados experimentais, como diferente dose,
condicdo de eliminacdo reduzida por insuficiéncia hepatica ou renal, presenca de
alimentos ou interagcdo com outro farmaco [27, 29].

Tendo em consideracdo que o uso de medicagdo na terapéutica de doenga ndo cronica

constitui um dos critérios de rejeicdo temporéria de dadores por um periodo apds

administracdo (ver tabela 2), a previsdo do tempo de eliminacg&o total de um farmaco do
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organismo é fundamental na possivel suspensao do dador. Para esta previsdo, 0 parametro

farmacocinético mais importante é o tempo de semi-vida de eliminag&o terminal [33, 34].

Por definicdo, o tempo de semi-vida de eliminacdo terminal € o intervalo de tempo
necessario para que a concentracdo do farmaco no organismo se reduza a metade da
concentracdo original. Nos sistemas caracterizados por uma farmacocinética linear, a
eliminag&o total de um farmaco no organismo decorre idealmente ao fim de 10 vezes o

tempo de semi-vida terminal desse farmaco [24, 25].

Alguns farmacos, como o ibuprofeno, sdo rapidamente eliminados do organismo, ou seja,
caracterizam-se por tempos de semi-vida terminal muito curtos. Contudo outros
farmacos, como a varfarina e a digoxina, caracterizam-se por tempos de semi-vida

terminal longos, demorando por isso muito tempo a serem eliminados do organismo [33].

A otimizagdo da rejei¢do temporaria de dadores pode entdo beneficiar pelo uso desta

metodologia de analise farmacocinética.

1.6 Modelagdo Farmacocinética de Base Fisiologica

Os seres vivos sdo constituidos por sistemas biolégicos complexos, ndo sendo facil
estabelecer relacdo entre a dose de farmaco, a via de administracdo e a quantidade ou
concentracdo de farmaco nas diversas zonas anatémicas, ao longo do tempo de duragédo
do tratamento [28, 37].

De modo a conseguir prever a evolucdo temporal dos niveis do farmaco no organismo, e
tendo por base as caracteristicas anatomofisiologicas e as caracteristicas fisico-quimicas
do principio ativo € possivel elaborar modelos farmacocinéticos que englobem tantos
compartimentos quantos os 6rgdos ou tecidos que o recebem, nestes modelos expressam
—se matematicamente as velocidades dos processos de absorgdo, distribuicdo e
eliminacdo, cada uma delas representada por inimeros parametros farmacocinéticos, que
finalmente conduzem a equagOes que permitem compreender, interpretar e prever as

quantidades ou concentrag¢Ges do farmaco no corpo em fungdo do tempo [28, 37, 38].

A descricdo matematica do modelo farmacocinético pode resultar em sistemas de

equacdes diferencias complexos cuja resolucdo é até impraticavel por métodos analiticos,
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0 que na era pré- computacional era impensavel, apenas os problemas de modelacdo mais

simples podiam ser resolvidos por aproximacéo, geralmente, apds linearizacao [28, 39].

Atualmente, os mais complexos problemas, que envolvem a determinacdo simultanea de
um numero consideravel de variaveis farmacocinéticas clinicamente relevantes, podem
ser rapidamente resolvidos, recorrendo-se a uma resolucdo baseada em métodos

numéricos, solucionados quase instantaneamente por softwares computacionais [28, 39].

O modelo farmacocinético de base fisiologica (PBPK) é definido como uma simulagéo
do comportamento farmacocinético de uma substancia no corpo da espécie em estudo
tendo por base o conhecimento prévio sobre a fisiologia e biologia do organismo em
estudo, bem como propriedades especificas da substancia, possibilitando assim obter uma
representacdo mecanistica a priori da substancia em sistemas biolégicos [40, 41, 42, 43,
44].

Ou seja, através da utilizacdo de conhecimento prévio acerca da anatomia e fisiologia do
individuo e propriedades fisico-quimicas da substancia, é possivel retratar processos
complexos ao longo do corpo, simulando o seu desempenho in vivo [45, 46].

O conceito de PBPK foi concebido pela primeira vez em 1937 em “Cinética de
distribuicdo de substancia administradas ao corpo” por Teorell, sendo ao longo dos anos
aperfeicoado, tendo cada vez mais um papel importante na pesquisa e desenvolvimento
farmacéutico, uma vez que é uma 6tima maneira de armazenar (especialmente dados in
vitro sobre ADME), representar e analisar dados experimentais, de maneira a que possam

ser utilizados no desenvolvimento de novos medicamentos [42, 43, 45, 47, 48].
Os principais objetivos dos modelos PBPK incluem, mas néo estdo limitados a:

v Avaliar o efeito de interacfes Medicamentosas;

v Desenvolvimento de novas formulagoes;

v’ Extrapola¢Bes para novos cenarios clinicos, como, pacientes cirréticos com
comprometimento hepatico;

v' Extrapola¢Bes alométricas entre espécies;

v’ Extrapola¢Bes na mesma espécie entre diferentes populagdes étnicas ou com
intervalos de idade nas mesmas populagdes, como por exemplo, adequar a
terapéutica de um adulto a uma crianca (por modificacdo nas propriedades

fisiologicas e biologicas);
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v Simulagdo de esquemas terapéuticos, como a simulacdo de regimes terapéuticos
especificos (dosagem e intervalo de dosagem);
v" Avaliar o impacto de diferentes formulacfes modificando os parametros do

composto ou da formulacéo [40, 41, 42, 49].

O desenvolvimento de um modelo PBPK possui essencialmente trés etapas principais,

representadas na figura 7:

I.  Recolha de dados/ informacéo
ii.  Definicdo do Modelo PBPK

iii.  Simulacéo

Recolha de dados/ informacao

A recolha de dados e informacdo na literatura é essencial para obter estimativas para 0s
diversos pardmetros do modelo (parametros fisico-quimicos, fisioldgicos,

farmacocinéticos) [48, 50].

Propriedades do Propriedades da
Orgamsmo Substincia
Anatomia e | Propriedades - | Formulagdes ‘
Fisiologia Fisicas e Quimicas )
\ J\ / Protocolo de
) Administracio
Propriedades Biolégicas da substincia Interagio com
diferentes eventos
(comida, exercicio)

Figura 7 — Representacdo dos blocos de parametros incluidos no
desenvolvimento de um modelo PBPK

Propriedades do Organismo

Neste modulo do modelo, a anatomia e fisiologia do organismo em estudo (que é

independente da substancia) sdo caracterizadas por intermédio de parametros e equagdes
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diferenciais referentes a composicao de 6rgéos, fluxos sanguineos, volumes de espacos
celulares, intersticiais e vasculares dos 6rgaos relevantes. Sdo também caracterizadas as

taxas de perfuséo e permeabilidade [44, 47, 51].

Considera-se ainda como propriedades do organismo, as propriedades “biologicas” da
substancia em estudo, i.e. no que respeita a sua interacdo entre o farmaco e o sistema
bioldgico, como por exemplo a capacidade de ligacdo aos componentes tecidulares
(proteinas, fosfolipidos, etc). O modelo inclui igualmente processos de difusdo ativa e
passiva. Os processos de difusdo passiva sao regidos por gradientes de concentracédo e
pela fisico-quimica do composto, enquanto que os processos de difusdo ativa estdo
relacionados com a afinidade de ligacdo da substancia a proteina, com a velocidade

catalitica e a abundancia proteica especifica do tecido [42, 43, 47].

A combinacdo dos diferentes parametros de modelo permite por exemplo a previsao de

processos passivos envolvidos na distribuicdo do farmaco no organismo [42, 43, 47].

Propriedades da substancia ativa

A parametrizacdo especifica da substancia tem por base as suas carateristicas fisico-
quimicas (lipofilia do composto, solubilidade, coeficiente de difusdo, peso molecular,
valor de pKa, ou seja carateristicas que sdo independentes do organismo), bem como em

dados obtidos em experiencias in vitro e in vivo realizadas anteriormente [42, 45, 51].

A lipofilicidade, por exemplo é um parametro essencial que, em conjunto com 0 peso

molecular, € utilizado para calcular a permeabilidade dos farmacos nas membranas [42].

Propriedades de protocolo de administracéo e formulagao

Para a simulagdo com o modelo PBPK é igualmente necessario parametrizar o protocolo
de administracdo e formulagdo, bem como eventos especiais que podem ocorrer, COmo 0
intervalo de tempo entre esvaziamentos da vesicula biliar ou a ingestdo de refei¢Ges, ou

mesmo a pratica de exercicio fisico [42, 45].
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Relativamente ao protocolo de administracdo, é necessario ter em conta a via de
administracdo, a dose e o regime terapéutico, em caso de administracdo multipla. A via

de administracéo definira se a substancia ativa necessita de ser absorvida [42, 45].

Os fatores de formulacdo séo essenciais em terapias orais, uma vez que a forma de
dosagem e composicdo, tamanho e forma das particulas, excipientes, dimensfes do
comprimido, for¢a de compressédo do po, composicdo do revestimento e espessura, podem
afetar a dissolucdo e a absorcéo [42, 45].

1.6.1.1 Definicdo do modelo PBPK

A estrutura do modelo PBPK consiste em varios compartimentos que representam os
Orgdos e tecidos mais importantes (elementos criticos no processo ADME) ligados pelo
sistema circulatério. O sangue é separado em sangue arterial e sangue venoso, com 0
sangue arterial a chegar ao 6rgéo e 0 sangue venoso a sair do 6rgdo, excepto no pulmao
cuja circulacdo é contraria (figura 8) [44, 45, 46, 52].

v _
;(0_121

Estémago

.| Intestino Delgado [+

HOQZpw

HoQZp®

ouoZHE<
e

Figura 8 — Exemplo de estrutura de um modelo PBPK. Imagem adaptada [44, 47]
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Uma vez criada a estrutura pode entdo definir-se 0 movimento do farmaco entre os
diferentes tecidos, através de equacdes diferenciais que modelam o balango de massa do
farmaco nos tecidos ao longo do tempo. Estas equagfes descrevem assim a transferéncia
do farmaco entre compartimentos (distribuicdo), o metabolismo e os processos de

excrecdo [48, 52].

Para os compartimentos (ou tecidos), assume-se normalmente nos modelos PBPK um
modelo de distribuigao “Well Stirred”, sendo definidos por equacdes limitadas por fluxo
e permeabilidade. Para manter o balango de massa semelhante a realidade sdo levados em

conta o fluxo de sangue arterial e venoso reais, em todos os tecidos [52, 53, 54, 55].

Os modelos PBPK podem ser desenvolvidos através de programacao das equacbes
diferenciais com software matematico genérico (ex. Matlab) ou através de software
computacional especifico (ex. SimCyp) [48, 56].

Apbs o desenvolvimento do modelo, a sua validacdo é realizada com base em dados
observacionais préprios ou da literatura. [48, 52] A robustez dos modelos permite realizar
simulacdes com resultados mais exatos. A utilizacdo de modelos robustos permite

diminuir os procedimentos experimentais com animais e humanos [45, 48].

1.6.1.2 Software de Modelagcdo Computacional: PK-Sim®

Na era computacional atual foi possivel desenvolver uma enorme variedade de

plataformas comerciais validadas em modelagéo PBPK [42, 47]:

v' GastroPlus ((www.simulations-plus.com );

v' PK-Sim (www.systemsbiology.com/products/pk-sim.html );

v' Simcyp (Wwww.simcyp.com);
v ADMEWORKS DDI Simulator

(http://www.fgs.pl/chemistry _materials_life_science/products/ddi_simulator );

v CLOEPK (http://www.cyprotex.com/insilico/).
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O software PK-Sim®, em conjunto com o software MoBi® (que permite a personaliza¢io
de modelos) sé@o disponibilizados na plataforma Open Systems Pharmacology (OSP ).
[59, 60, 61].

O PK-Sim® é um software que permite fazer modulagio de base fisioldgica de todo o
organismo (inclui 18 drgédos e tecidos). O desenvolvimento do modelo anatomico e
fisioldgico recorreu as bases de dados que caracterizam o organismo humano e de outras
espécies (como por exemplo o ratinho, o rato, e 0 cdo). O modelo PBPK inclui igualmente
as equacdes que definem as propriedades quimicas e biofarmacéuticas da substancia ativa

e da formulacdo (modelos de dissolucgdo) [43, 59, 61, 62].

Este software permite prever a quantidade de farmaco nos diferentes processos cinéticos
do farmaco no organismo (ADME) em estudo, a partir de informacdo das propriedades
quimicas do farmaco, como o peso molecular, a solubilidade, o pKa, a lipofilicidade, e a
capacidade de ligacdo as proteinas. O modelo PBPK inclui modelos de relacdo estrutura-
atividade (QSAR) que permitem obter estimativas para os parametros do modelo a partir
das caracteristicas quimicas dos farmacos. O software permite igualmente fazer ajuste

destes parametros, a partir de dados observacionais [46, 59, 61, 63].

No PK-Sim® o trato gastrointestinal é caracterizado através de uma adaptacio do modelo
ACAT, encontrando-se dividido em 12 compartimentos, para 0s quais é possivel
caracterizar individualmente as taxas de secrecdo gastro-intestinais e a absorcao de agua
e do farmaco [43, 46, 61, 63].

Ao contrario da maioria dos softwares de modelagio PBPK, o PK-Sim® possibilita
escolher modelos diferentes e alterar os ja existentes, uma vez que é totalmente
compativel com o software MoBi®, que permite ter total acesso a todos os detalhes do
modelo, incluindo a op¢éo de extensas modificagdes e extensdes do modelo. Desta forma,
0s modelos podem ser personalizados e configurados de modo a lidar com os desafios de

investigacdo e desenvolvimento de farmacos atuais [59, 61, 62].

Modelagdo da absorcdo no PK-Sim®
A permeabilidade intestinal especifica (transcelular) é calculada no PK-Sim® a partir da

lipofilicidade do farmaco e do peso molecular [61].
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Modelacéo da distribui¢do no PK-Sim®

Coeficientes de particdo Orgao/Plasma

Os coeficientes de particdo orgdo/plasma (Korgan) S80 baseados no conceito do coeficiente
de particdo entre os constituintes do tecido com capacidade de ligacdo e a agua. Estes
incluem os coeficientes de particdo lipido/dgua e proteina/agua. Os coeficientes de
particdo orgdo/plasma (Korgan) para os diferentes tecidos sdo obtidos por diferentes
modelos no PK-Sim®: o modelo standard e as metodologias desenvolvidas por Rodgers
& Rowland, Schmitt, Poulin & Theil, and Berezhkovskiy [61].

Como exemplo, a equacédo para 0 modelo standard apresentada abaixo:

_( ~organ organ organ \ .plasma
Korgan - (Fwater + Kh'pdejjpfd + Kproteanprozein) fu ( 1 )

with F§ ¥*" = volume fraction of water, lipid and protein,
Kipig = lipid/water partition coefficient,
K protein = protein/water partition coefficient,

[, -~ . .
S = free fraction in plasma.

Os diferentes coeficientes de particdo sdo calculados a partir dos seguintes dados:

Kiipia  Assume o valor da lipofilicidade introduzida

Korotein  Calculado a partir da lipofilicidade, usando uma corre¢do determinada
experimentalmente pela quantificacdo da fracdo de ligacdo inespecifica as
diferentes proteinas de tecido nos varios 6rgdos, para um conjunto de diversos

farmacos.

No modelo standard para estimacdo dos coeficientes de particdo orgao/plasma (Korgan),
os parametros relevantes do farmaco sdo a lipofilicidade e a ligacdo as proteinas

plasmaticas.

No modelo Schmitt de distribuicdo, os coeficientes de particdo orgdo/plasma séo
calculados com base nas interacdes electroestaticas entre as moléculas carregadas ao pH

fisiologico e os fosfolipidos acidicos.

O coeficiente de particdo entre o plasma e os glébulos vermelhos é calculado de forma

anélogo ao pardmetro Korgan:
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_ | orbe rbc rbc . pplasma
K rbe ( water + K f{pidF lipid +K pro:‘ean prore.in) f u (2)

Métodos de calculo da permeabilidade celular

As taxas de permeacdo através das membranas celulares (intersticial-membrana celular)
dependem do produto entre a permeabilidade e a area de superficie (P x SA) em cada
6rgdo. Os valores de permeabilidade (dependente do farmaco) sdo proporcionais a dupla
camada de fosfolipidos e sdo calculados a partir das propriedades fisico-quimicas do
farmaco. No PK-Sim® assume-se por simplificacdo que todas as membranas lipidicas

possuem a mesma permeabilidade para uma dada substancia [61].

No PK-Sim® existem trés métodos diferentes para o calculo da permeabilidade celular:
modelo standard, modelo de Schmitt dependente da carga e modelo de Schmitt

dependente da carga normalizado para o PK-Sim®.

2. Objetivos

O trabalho de dissertagédo no &mbito do Mestrado em Ciéncias Biofarmacéuticas tem por
objetivos a analise farmacocinética de alguns destes farmacos, com base na prevaléncia
do seu consumo, e na definicdo do periodo de tempo aconselhado para a sua eliminagéo
total do dador.

O trabalho tem como foco a classe dos farmacos anti-inflamatdrios néo esteroides que
originam a exclusdo temporaria de dadores por um periodo de 120h ap6s a sua

administracao.

Este grupo terapéutico inclui farmacos de ndo prescricio médica, usados como

analgeésicos, antipiréticos e anti-inflamatorios.
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3. Materiais e Métodos

Nesta seccdo sdo apresentadas as trés tarefas que foram realizadas de modo a comprovar

a hipdtese colocada e a alcangar o objetivo desta tese.

3.1- 18 Tarefa = Selecdo dos AINE’S a estudar

O primeiro passo para a realizacdo da pesquisa foi a selecdo dos AINE’s que existem
aprovados no mercado em Portugal. Para tal, foi necessario analisar as estatisticas
publicadas e também contactar o Infarmed IP. Contactou-se também o Instituto Portugués

do Sangue e da Transplantacéo.

3.2 - 22 Tarefa = Revisdo da Literatura

Para obter o sucesso esperado desta tese foi necessaria uma revisao cuidada da literatura,
que consistiu recolher informacdo acerca do tempo de semi-vida de eliminacdo dos
farmacos pertencentes ao grupo de farmacos em estudo. Para tal, a analise da literatura
concentrou-se principalmente no Resumo das Caracteristicas do Medicamento (RCM)
dos medicamentos, disponivel a partir da base de dados do Infarmed cuja consulta foi

realizada através da hiperligacdo http://app7.infarmed.pt/infomed/.

3.3 - 32 Tarefa = Analise in Silico dos AINE ’s

A metodologia experimental conclui-se com a analise in silico por forma a fazer previsao
dos perfis farmacocinéticos e dos tempos de semi-vida de eliminacdo dos farmacos
selecionados. Esta analise permitira perceber se a rejeicao de dadores de sangue tendo em

conta a interpretacdo farmacocinética atual esta a ser realizada da melhor forma.

A anélise in silico seré realizada com recurso ao software computacional PK-Sim® na

versao 7.3.0.
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Procedimento:

a) Selecdo da populagio: o PK-Sim® permite selecionar a populacgéo para a qual ird
ser simulado o perfil plasmatico do farmaco. Desta populacéo a amostra pode ser
um dnico individuo ou um conjunto de individuos (n). A figura 9 exemplifica a

janela do software relativa a sele¢éo da populagéo;

Fie Modeling -
- < ® Create Individual E3
[ L]
. || Name: €3
Individual Population Compound  Formula =
. Biometrics
Creal
- Papulation P il
= Buiding Blocks =283 2 2
Spedes: Human v
& meniduals i ]
- Population: European {ICRP, 2002) v
W Populations
" Gender: Mele v
%% Compounds
Body surface area Mosteller v
Calculation methods:
Endothelial surface areas Organ vasadarization v
Individual Parameters
Age: 30.00 year(s) v
Weight: 73.00 kg v
Mear
Height: 176.00 :m v
aan BMI: 23.57 kgjm?
Value origin:
Next B> cancel @
Eristory  Fig Comparison

Figura 9 - Janela do software PK-Sim através da qual se seleciona a populagéo

b) Definicdo das caracteristicas quimicas e biofarmacéuticas da molécula que sera
estudada, como o peso molecular, a solubilidade, o pKa, a lipofilicidade (logP), a

percentagem de ligacdo as proteinas plasmaticas, etc (figura 10);

27



[ JACRE
Modeling | Parameter Identification & Sensitivity

R om & S @

Individual Population Compound Formulation ~Administrat|
Protocol

Create
== Building Blocks orx

& Individuals

il Popuiations

%7 Compounds

s Formuiations

TP adminstraton protocols

= Events

F¢y ObservedDate

i simulations o ox

5N Simulations
Comparisons

Parameter [dentifications

Sensitivity Analyses

Qualification Plans

B vistory  FigComparison

" Create Compound

Name: €3]

.
Basic Physicochemistry | %

W Is small molecle

Lipophiicity:
Experiment Lipophilicity WValue Origin
@ | Measurement | D <enter a value> O
Fraction unbound (plasma, reference value):
Binds to: | (@) Albumin a1-add glycoprotein Unknown
Experiment Fraction Unbound Spedies value Origin
@ | Measurement - @ <enter a value> [£) Human v Ol
Molweight:
Molecular weight [x] <enter a value>
Has halogens No|v
Effective molecular weight <NaN>
Value origin
Compound type f pka:
MNeutral v <Nene>
Neutral v <Nene>
Neutral v <Nene>
Value origin
Solubilty:
Ermrimant Selibilbe 2t Ga | Dafukd Solibiit umin | b et | \akse Oricin
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[]

Figura 10 - Janela do software PK-Sim, através da qual se d& informacéo ao modelo do valor das estimativas dos
parametros quimicos e biofarmacéuticos do modelo PBPK.

c) Definigéo do protocolo de administragdo (figura 11);

[ BN R
Modeling | Parameter Identification & Sensitivity

. @

Individual Population Compound Formulation  Administration
tocol

Create

Building Blocks oRrx

& Individuals

| Popuatons

47 Compounds

s Formuiations

T adminstraton protocols
= Events

&

¢) Cbserved Data

A= simulations oo x

5N simulations
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Parameter Identifications

Sensitivity Analyses

Qualification Plans

B tistory  Figcomparison

Working

(@ Create Administration Protocol

Event]| | @ simple protocol
Name: €3
Protocol Properties
Administration type: | %, Intravenous Bolus

Dose: .00

Desing interval: Sinde

Dose [ma/ka]

Advanced protocol
v
makg v
v
{ Il mntravenous Bolus
12 15 18 21 24
Time [h]

ok % Cancel

Figura 11- Janela do software PK-Sim, através da qual se da informacdo ao modelo sobre as caracteristicas do
protocolo de administracéo
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d) Execucdo da simulagéo (figura 12);

ae L -
e S -~
- ° = Create smulation E3 L7}
° e o o, @
B B o7 ¢ Q| e @
Indvidual Population Compound Formuiaton  Administrati =
Protocol == Model Structure

deling | Parameter Identification & Sensitivity

//l

Create

Individuial or Population

2% Buiding Blocks oo x
» [l ndwiduals 2] B movouo v[ello
Jl Popuiatons Allow aging
4 %5 compounds
e Compounds Selection
"y raproxeno
Bs Formuations (I (+]

4|5 Administration Protocls o/ naproxeno
(3 protocclo acinn
Model Settings

) Events

Standard model for small molecules v

i simulations o2 x
+ AN simulations

i1 Comparisons

= parameter dentifications

Z= sensitvity Analyses

Qualification Plans

Figura 12 - Janela do software PK-Sim, através da qual se executa a simulagéo

e) Ajustamento dos parametros do modelo considerados como sensiveis, por forma
a uma aproximacao do perfil farmacocinético simulado ao perfil experimental;

f) Obtencdo dos resultados da simulacdo, com grafico de concentracdo plasmatica
de farmaco em funcédo do tempo, e parametros farmacocinéticos (area sob a curva
(AUC), concentragdo maxima (Cmax), O tempo em que ocorreu a concentragdo
maxima (tmax) € 0 tempo de semi-vida (t12) (figura 13). E igualmente possivel
obter perfis de concentracdo do farmaco nos compartimentos intersticial ou
intracelular, de qualquer tecido do modelo. Os resultados obtidos podem ser

exportados para o Microsoft Excel.
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Figura 13- Janela do software PK-Sim, através da qual se visualiza o perfil de concentracéo do farmaco e onde sdo
apresentados os parameros farmacocinéticos apds simulacéo.
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4. Resultados Experimentais e Discussao

4.1Selecdo dos AINE s

Ap0s consulta de resultados estatisticos publicos (internet) respeitantes ao consumo de
medicamentos, os AINE’s mais consumidos sdo o lbuprofeno, o Diclofenac e o
Naproxeno [64, 65, 66]. No entanto, de acordo com a Ultima estatistica do Infarmed sobre
a venda de medicamentos ndo sujeitos a receita médica no ano de 2019, desde Janeiro a
Junho, o ibuprofeno e o diclofenac pertencem ao grupo das 5 substancias ativas mais
vendidas [67].

De entre a enorme quantidade de AINE’s disponiveis no mercado, foram entdo
selecionados com base nas estatisticas e informacdes acima referidos, 3 AINE’s: 0

Diclofenac, o Ibuprofeno e o Naproxeno.

4.1.1 Andlise Do Resumo das Carateristicas do Medicamento

Através de analise dos RCMs dos farmacos em estudo sdo apresentadas em seguida as
propriedades farmacocinéticas dos mesmos, em trés formas farmacéuticas,
nomeadamente a propriedade de interesse no propoésito deste estudo, o tempo de semi-

vida de eliminacéo.

v" Diclofenac

Forma Farmacéutica: Gel (10mg/q)

“Absorcdo: Apos aplicacdo topica, o diclofenac é bem absorvido para as camadas
subcutaneas da pele. O nivel maximo de diclofenac apds uma dose de 7,5 g de 1% de
concentracdo é de aproximadamente 3,9 ng/ml, em média, em voluntarios saudaveis.
Apos varios dias de tratamento, a concentracdo na pele e tecidos moles de pacientes com
artrose atingiu valores 30 a 40 vezes superiores aos do plasma. A absor¢édo do diclofenac
na concentracdo de 1%, aplicado na pele sa atingiu 6 a 7 % em individuos saudaveis.

Distribuicdo: A concentracdo do diclofenac foi medida no plasma e tecido e fluido
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sinovial, apds aplicacdo topica nas articulacdes das méaos e joelhos. A sua concentracdo
plasméatica méaxima foi cerca de 100 vezes inferior do que ap6s administracdo oral. O
diclofenac liga-se 99,7% as proteinas plasmaticas, principalmente a albumina (99,5%).
Metabolismo: A biotransformacdo do diclofenac em pequena extensdo por
glucoronizacéo direta da molécula, e principalmente hidroxilagdes simples e multiplas. O
metabolito principal é o 4-hidroxi-diclofenac (30%-40%). A maior parte destes
metabolitos hidroxi s&o conjugados com o glucoronido (hidroxil-gluconatos). Todos os
metabolitos sdo biologicamente ativos, mas em menor extensdo que o diclofenac.
Eliminacdo: O diclofenac e os seus metabolitos sdo principalmente excretados através da
urina. A clearance total do diclofenac do plasma é de 263 + 56 mL/min. O tempo de
semi-vida de eliminacgdo no plasma é 1-2 horas. Os seus metabolitos, tém um tempo
de semi-vida no plasma semelhante (de 1-3 horas). Aproximadamente 60% da dose
administrada ¢é eliminada pela urina na forma de metabolitos, e apenas 1% na forma de

diclofenac. O restante é eliminado como metabolitos pela bilis e nas fezes” [68].

Forma Farmacéutica: Comprimido Revestido (50mq)

“O diclofenac é bem absorvido por via oral e € amplamente metabolizado em compostos
fendlicos. Existe uma importante circulacéo entero-hepatica. No homem, mais de 90% do
diclofenac sddico administrado por via oral € absorvido, mostrando um metabolismo pré-
sistémico de 40%. A Cmax € alcancada entre 10 a 30 minutos ap6s a administracéo e é da
ordem de 1 mg/mL. A area sob curva € dose-dependente e o tempo de semi-vida médio
de eliminacdo € de 1-2 horas. O volume de distribuicdo é de 0,12 L/Kg e a sua ligacdo
as proteinas plasmaticas é superior a 99,5%; distribui-se no liquido sinovial de doentes
com osteoartrite e artrite reumatoide, sendo eliminado mais lentamente do que no plasma.
Como sucede nos animais, metaboliza-se em compostos fendlicos, dos quais se estudaram
cinco; o metabolito principal € o 4’-hidroxi. As concentragdes plasmaticas maximas dos
cinco metabolitos sdo baixas. Os metabolitos mono e dihidroxi caracterizam-se por
tempos de semi-vida médios semelhantes as de Diclofenac (1-3 horas) e 0 metabolito
hidroximetoxi tem um tempo de semi-vida média de cerca de 80 horas. 20 a 30% da
dose oral administrada do metabolito 4’-hidroxi é excretada pela urina e 10-20% pela
bilis. Os conjugados de Diclofenac inalterados alcangam 5-10% da dose recuperada na
urina e menos de 5% da excretada pela bilis. Na urina detetaram-se quantidades inferiores

a 1% de Diclofenac livre. A idade e as insuficiéncias renal e hepatica parecem ndo ter um
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efeito significativo nas concentracbes de Diclofenac, apesar da concentragdo dos

metabolitos poder aumentar na insuficiéncia renal grave” [69].

Forma Farmacéutica: Solucdo injetavel (75mg/3mL)

“Absorcdo: Apos administracdo de 75 mg de diclofenac por injecdo intramuscular, a
absorcdo inicia-se imediatamente e, apds cerca de 20 minutos, obtém-se concentracdes
plasméticas méximas médias de aproximadamente 2,5 mg/mL (8 mmol/L). A quantidade

absorvida apresenta uma relacao linear com o aumento da dose.

Apo6s administragdo de 75 mg de diclofenac sob a forma de perfusdo intravenosa durante
2 horas, as concentracdes plasméaticas maximas médias sdo de aproximadamente 1,9
mg/mL (5,9 mmol/L). As perfusdes mais curtas (e por isso mais rapidas para a
administracdo da dose total) produzem concentracdes plasmaticas méaximas mais
elevadas, enquanto que as infus6es mais prolongadas atingem, ap6s 3 a 4 horas, niveis de
concentracdo proporcionais a taxa de perfusdo. Em contrapartida, as concentragdes
plasmaticas registam uma rapida reducao ap6s terem atingido a concentragdo maxima na
sequéncia da injecdo intramuscular ou de administracdo de comprimidos de revestimento
entérico ou supositorios. A area sob a curva da concentracdo (AUC) ap6s administracao
intramuscular ou intravenosa é aproximadamente o dobro da AUC apds a administracao
oral ou retal da mesma dose, uma vez que aproximadamente metade do principio ativo é
metabolizado durante a primeira passagem hepatica (efeito de "primeira passagem"),

quando administrado pelas vias oral ou retal.

O comportamento farmacocinético mantém-se inalterado ap6s administracdo repetida.
N&o se regista qualquer acumulagdo desde que os intervalos de dosagem recomendados

sejam devidamente cumpridos.

Distribuicdo: A taxa de ligacdo de diclofenac as proteinas sericas é de 99,7 %, com uma
ligacdo preferencial a albumina (99,4%). O volume de distribuicdo aparente pode ser
calculado como 0,12-0,17 L/kg. O diclofenac distribui-se para o liquido sinovial, onde se
obtém concentracBes maximas 2-4 horas ap0s se atingirem os valores plasmaticos
maximos. Estas concentragdes maximas no liquido sinovial s&o mais elevadas que no

plasma, mantendo-se assim durante um periodo de até 12 horas.
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Biotransformacdo: A biotransformacdo de diclofenac envolve, em parte, a
glucoronidacdo da molécula intacta, embora se registe principalmente hidroxilagdo e
metoxilacdo maltipla e simples, produzindo varios metabolitos fendlicos (3'-hidroxi,4'-
hidroxi, 4,5-dihidroxi e 3'- hidroxi-4'metoxi-diclofenac), a maioria dos quais sao
convertidos em conjugados do glucuronido. Dois destes metabolitos fendlicos séo

biologicamente ativos, embora a um nivel muito inferior ao do diclofenac.

Eliminacdo: A depuracdo sistémica total de diclofenac no plasma é de 23656 ml/min
(valor médio £ DP). A semivida terminal no plasma é de 1-2 horas. Quatro dos
metabolitos, incluindo os dois metabolitos ativos, apresentavam igualmente
semividas plasmaticas curtas, de 1-3 horas. Um dos metabolitos, o 3'-hidroxi4'-
metoxi-diclofenac possui uma semivida plasmatica muito prolongada. Este
metabolito é, contudo, praticamente inativo. Cerca de 60 % da dose administrada é
excretada na urina, sob a forma de conjugado do glucoronido da molécula intacta e de
metabolitos, na sua maioria também convertidos em conjugados do glucoronido. Menos
de 1 % é excretado sob a forma de substancia inalterada. A dose restante € eliminada sob

a forma de metabolitos através da bilis, nas fezes” [70].

Na tabela 4 é possivel observar-se 0 resumo resultante da informacdo anteriormente
apresentada acerca dos RCM’s do Diclofenac nas diferentes formas farmacéuticas e

respectivas quantidades de administracao.

Tabela 4 - Resumo do resultado dos RCM's para o t1/2 no Diclofenac

AINE em estudo Forma farmacéutica e respectiva quantidade de administracéo
Gel (10mg/g) Comprimido Solucdo injetavel
Revestido (50mg)  (75mg/3mL)
Diclofenac t¥%2: 1-2 h t¥%: 1-2 h t¥%: 1-2 h
t %2 dos t %2 dos metabolitos: t%2 dos metabolitos:
metabolitos: 1-3h  1-3h 1- 3h
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v" lbuprofeno

Forma Farmacéutica: Granulado Efervescente 600mg

“Ibuprofeno ¢ rapidamente absorvido no trato gastrointestinal, sendo alcancada a
concentracdo sérica maxima 1-2 horas ap6s a administracdo. O tempo de semi-vida de
eliminacao é aproximadamente de 2 horas. O ibuprofeno é metabolizado no figado em
dois metabolitos inativos e estes, juntamente com o ibuprofeno inalterado, séo eliminados
pelos rins quer sob a forma inalterada ou conjugada. A eliminacgdo pelos rins é rapida e

completa. Ibuprofeno liga-se fortemente as proteinas do plasma” [71].

Forma Farmacéutica: Comprimido Revestido 400mg

“Absor¢do e Distribuigdo: O ibuprofeno € rapidamente absorvido no trato
gastrointestinal, sendo atingida a concentracdo sérica maxima 1-2 horas apés a

administracdo. O ibuprofeno liga-se fortemente as proteinas do plasma.

Biotransformacdo e Eliminag¢do: O ibuprofeno é metabolizado no figado em dois
metabolitos inativos e estes, juntamente com o ibuprofeno inalterado, sdo eliminados
pelos rins quer sob a forma inalterada ou conjugada. A eliminacdo pelos rins € rapida e

completa. O tempo de semi-vida de eliminacéo € de aproximadamente 2 horas” [72].

Forma Farmacéutica: Suspensio Oral 20mg/ml

“Absor¢ao: O ibuprofeno é rapidamente absorvido no trato gastrointestinal, sendo
atingida a concentragdo sérica méxima 1-2 horas ap0s a administracdo.
Distribuicdo: O ibuprofeno liga-se fortemente as proteinas do plasma.
Biotransformacdo: O ibuprofeno € metabolizado no figado em dois metabolitos inativos
e estes, juntamente com o ibuprofeno inalterado, sdo eliminados pelos rins quer sob a

forma inalterada ou conjugada.

Eliminacdo: O tempo de semi-vida de eliminacéo é de aproximadamente 2 horas. A

eliminacdo pelos rins é rapida e completa” [73].
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Na tabela 5 é possivel observar-se 0 resumo resultante da informacdo anteriormente
apresentada acerca dos RCM’s do Ibuprofeno nas diferentes formas farmacéuticas e

respectivas quantidades de administracao.

Tabela 5 - Resumo do resultado dos RCM's para o t1/2 no Ibuprofeno

AINE em estudo Forma farmacéutica e respectiva quantidade de administra¢éo
Granulado Comprimido Suspensdo  Oral
Efervescente Revestido (400mg) (20mg/ml)
(600mg)

Ibuprofeno t%2: 2 h t¥%: 2 h t2: 2h

v Naproxeno

Forma Farmacéutica: Comprimido 250mqg

“Absorcdo: O naproxeno € rapida e completamente absorvido a partir do trato
gastrointestinal apés administracdo oral. A presenca de alimentos pode retardar a
absorcdo do naproxeno mas ndo afeta a extensdo da absorcdo. Apds administracdo oral,
0s niveis plasmaticos maximos sdo atingidos 2 a 4 horas apds a administracao,

dependendo da ingestdo de alimentos.

Distribuicdo: O naproxeno tem um volume de distribuicdo de 0,16 L/Kg. Em
concentracdes terapéuticas, a ligacdo do naproxeno a albumina é superior a 99%. Para
doses de naproxeno superiores a 500 mg/dia, verifica-se um aumento da concentragdo
plasmatica inferior ao proporcional, devido a depuracédo acelerada causada pela saturagédo
da ligacdo as proteinas plasmaticas que ocorre com doses elevadas. Contudo, a
concentracdo de naproxeno livre continua a aumentar proporcionalmente a dose. As
concentragfes plasméticas no estado de equilibrio sdo atingidas ap6s 3 - 4 dias de
terapéutica. O naproxeno distribui-se no liquido sinovial, atravessa a placenta e tem sido
detetado no leite materno numa concentracdo de aproximadamente 1% da detetada no
plasma.

Biotransformacdo: O naproxeno é extensamente metabolizado no figado em 6-0-
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desmetil-naproxeno.

Eliminacdo: Cerca de 95% de qualquer dose de naproxeno é excretada pela urina,
principalmente sob a forma de naproxeno (menos de 1%), 6-O-desmetil-naproxeno
(menos de 1%) ou sob a forma dos seus conjugados (66-92%). Verificou-se que a taxa de
excrecdo dos metabolitos e conjugados coincide praticamente com a taxa de eliminacgéo
plasmética do naproxeno. Quantidades pequenas, 3% ou inferiores, sdo excretadas nas
fezes. A depuracéo de naproxeno é de aproximadamente 0,13 mL/min/kg. O tempo de
semi-vida de eliminacdo do naproxeno é de aproximadamente 14 horas e €

independente da forma quimica ou da formulagao™ [74].

Forma Farmacéutica: Supositério 500mg

“Absor¢ao: No Homem, apds administracdo oral, o naproxeno ¢ completamente
absorvido no trato gastrointestinal. As concentracfes plasmaticas maximas apds cada
administragdo sdo atingidas ao fim de 2-4 horas, dependendo da ingestéo de alimentos e
da administracdo concomitante de protetores gastricos. O estado estacionario é alcancado
ao fim de 4- 5 tomas. O naproxeno é completamente absorvido ap6s administracao rectal,
mas as concentracdes plasmaticas maximas sdo ligeiramente inferiores as obtidos com a

mesma dose administrada por via oral.

Distribuicdo: As concentracfes plasmaticas de naproxeno aumentam proporcionalmente
com a dosagem até doses de 500 mg; doses superiores a esta tendem a produzir uma
relacdo menos linear na curva de concentracdo plasmatica/tempo. Esta resposta nao linear
da AUC nas doses mais elevadas, podera ser atribuida a uma depuracéo renal acelerada
como resultado de um aumento nos niveis de naproxeno livre quando a capacidade de
ligagdo as proteinas plasmaticas esta saturada. Este mecanismo de auto regulagdo, que
limita os niveis de naproxeno circulante no plasma no Homem, poderd ser um fator
limitativo dos efeitos toxicos resultantes de uma eventual sobredosagem. Em niveis
terapéuticos, 0 naproxeno encontra-se ligado a albumina sérica em mais de 99%. A
concentra¢do do naproxeno no liquido sinovial é de cerca de 74% do nivel sérico, 15

horas apds a administragéo.

Biotransformacdo: Os metabolitos sdo praticamente destituidos de atividade
farmacoldgica. Os padres metabdlicos sdo semelhantes tanto para doses elevadas como

para doses baixas, havendo também pouca diferenca entre a metabolizacdo do farmaco
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no adulto e na crianca.
Eliminagdo: O naproxeno possui um tempo de semi-vida de eliminagdo de
aproximadamente 13 horas. Cerca de 95% de uma dose de naproxeno é excretada na
urina sob a forma de naproxeno inalterado, 6-o-desmetil naproxeno e seus conjugados
(70% na forma livre e 25% na forma conjugada). A taxa de excrecdo coincide
sensivelmente com a taxa de desaparecimento do farmaco do plasma. Pequenas
quantidades do farmaco s&o excretadas no leite materno. O naproxeno é geralmente bem
tolerado, apresentando contudo os efeitos adversos a nivel do trato gastrointestinal,

caracteristicos dos AINE. O farmaco ndo induz enzimas metabolizadora” [75].

Forma Farmacéutica: Comprimido Revestido 250mqg

“Absorcao: Apos administragdo oral, o naproxeno sddico ¢ hidrolisado no suco gastrico
acidico. As microparticulas do naproxeno sao libertadas e dissolvidas mais rapidamente
no intestino delgado. Esta acdo tem como resultado uma absorcdo mais rapida e mais
completa do naproxeno e, consequentemente, os niveis plasmaticos de eficécia analgésica
sdo atingidos mais rapidamente. Apos a administracdo de dose Unica de naproxeno sodico
em jejum, as concentracdes plasmaticas maximas de naproxeno sdo atingida dentro de 1
— 2 horas, enquanto que apo6s a administracdo de uma dose Unica com alimentos, estas
ocorrem dentro de 2 — 4 horas, dependendo da quantidade de alimentos presentes no
estdbmago. Embora os alimentos diminuam a taxa de absor¢cdo, ndo diminuem a sua
extensdo. O estado estacionario € alcancado apds a administracdo de no maximo 5 doses,
isto €, em 2 — 3 dias. Os niveis plasméticos de naproxeno aumentam proporcionalmente
com a dose até doses de 500 mg. Em doses superiores, apresentam uma menor
proporcionalidade, devido & saturacdo das proteinas plasméticas a que se liga o

naproxeno; a depuracao da creatinina também aumenta.

Distribuicdo: Na dosagem habitual, os niveis plasmaticos de naproxeno encontram-se
entre 23 mg/L e 49 mg/L. Em concentragfes até 50 mg/L, 99% do naproxeno esta ligado
as proteinas plasmaticas. Em concentracGes mais elevadas, a fracdo de naproxeno livre
aumenta; foi detetado 2,4% de naproxeno livre em concentracdes de 47,3 mg/L. Devido
a extensa ligacdo as proteinas plasmaticas, o volume de distribuicéo é pequeno, sendo de

apenas 0,9 L/kg do peso corporal.
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Biotransformacéo e eliminacdo: Aproximadamente 70% da substancia ativa é excretada
sem que tenha sido metabolizada, sendo que 60 % se encontra ligada ao &cido glucorénico
ou a outros conjugados. Os restantes 30% de naproxeno sdo metabolizados em 6-
desmetilnaproxeno ineficaz. Aproximadamente 95% do naproxeno é excretado na urina
e 5% é excretado nas fezes. O tempo de semi-vida bioldgica do naproxeno € de 12 a
15 horas e ndo depende nem da dose nem dos niveis plasmaticos de naproxeno. A
clearance da creatinina depende dos niveis plasmaticos de naproxeno, provavelmente

devido ao aumento da substancia ativa livre em niveis plasmaticos mais elevados” [76].

Na tabela 6 é possivel observar-se o resumo resultante da informac&o anteriormente
apresentada acerca dos RCM’s do Naproxeno nas diferentes formas farmacéuticas e

respectivas quantidades de administracao.

Tabela 6 - Resumo do resultado dos RCM's para o t1/2 no Naproxeno

AINE em estudo Forma farmacéutica e respectiva quantidade de administracéo
Comprimido Supositdrio Comprimido
(250mg) (500mg) Revestido (250mg)

Naproxeno tY2: 14h t¥%: 13 h tY2: 12 — 15h

4.1.2 Selecdo do anti inflamatorio ndo esteroide a estudar com base no

valor do tempo de semi-vida de eliminacao

Apo6s andlise dos resumos de caracteristicas dos medicamentos contendo diclofenac,
ibuprofeno e naproxeno, pode concluir-se que 0 naproxeno caracteriza-se pelo maior
tempo de semi-vida de eliminacgdo, podendo este ser o valor limitante para a defini¢do do
tempo de restricdo temporaria dos dadores de sangue ap0s a toma destas substécias. Nesta
perspectiva, optou-se por apenas modelar o perfil farmacocinético do naproxeno, com
ajustamento a dados experimentais publicados [80]. A modelacdo foi realizada
inicialmente para um Unico individuo e posteriormente para um conjunto de individuos

(100), ambos pertencentes & mesma populacéo.
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4.2Andlise in Silico: Simulacdo Farmacocinética com base fisiologica

no software PK-Sim®

4.2.1 Caracteristicas da Populacdo

As caracteristicas demograficas para a populacdo simulada apresentam-se na tabela 7.

Tabela 7 - Caracteristicas demogréficas para a populacao utilizada nas simulacoes

Parametros

Populacéo (baseada no ICRP, 2002)

(n)

Género

Idade (anos)

Peso (kg)

Altura (cm)

Body Mass Index (kg/cm?)

Anatomia — Volumes dos orgéos
Fisiologia

Fluxos sanguineos

GFR

Tempo de trénsito no trato gastrointestinal

Trato gastrointestinal — pH
Composicao dos orgaos

pH (Plasma, intracelular,
eritrocitos, saliva)
Hematocrito

Fator de escala das proteinas plasmaticas

intersticial,

Individual Populacédo
Europeia Europeia
1) (100)
Masculino 50%
Masculino/Feminino
30 18 a 65
73.00 50.00 a 100.0
176.00 150.0 2 190.0
23.57 --

Valores por defeito do PK-Sim®

Valores por defeito do PK-Sim®

4.2.2 Caracteristicas quimicas do naproxeno

As carateristicas quimicas do naproxeno utilizadas para a simulagdo farmacocinética de

base fisiologica foram obtidas a partir das seguintes fontes:

Human Metabole DataBase (http://www.hmdb.ca/)

DrugBank (https://www.drugbank.ca/)

Small Molecule Pathway DataBase (http://smpdb.ca/)
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PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

Naproxeno

Forma molecular: C14H1403

Peso molecular: 230.26 g/mol

Lipofilicidade (logP): forma néo idnica: 2.66; forma ionica: -0.77
pKa: 4.15 (4cido)

Estrutura quimica:

Naproxeno
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Figura 14 - Representacao grafica da estrutura quimica do Naproxeno

A pH écido (1.2), o naproxeno apresenta-se na sua forma ndo ionizada, enquanto que a

pH 6.8 (pH intestinal), o naproxeno apresenta-se totalmente na forma ionizada.
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Perfil de Solubilidade:

Perfil de solubilidade do naproxeno soddico
250

200

Forma ionizada
LogP =-0.77

150

Solubilidade {mg/mL})

100

50 Forma ndo ionizada
LogP = 2.66

pH

Figura 15 - Representacdo grafica do perfil de solubilidade do naproxeno

A solubilidade do naproxeno aumenta consideravelmente a partir do pH 6.8, aquando da

ionizacdo do &cido carboxilico.

Fracéo livre: 1%
Metabolitos ativos: Nao

Enzimas envolvidas na metabolizagdo: CYP1A2, CYP2C8, CYP2C9, SLC22A6,
SLCO1A2, UGT1A1, UGT2B7.

4.2.3 Caracteristicas biofarmacéuticas e farmacocinéticas do naproxeno

A tabela 8 resume as caracteristicas biofarmacéuticas e farmacocinéticas do naproxeno.
A estimativa da permeabilidade foi obtida a partir PK-Sim®. As estimativas para a
clearance renal e hepaticas foram obtidas a partir da clearance total descrita no RCM do
farmaco, assumindo-se que o farmaco é apenas eliminado por via renal e hepatica, e que
o farmaco ndo é secretado nem reabsorvido no rim (Clr = GFR x fragéo livre). A clearance

hepética é obtida por diferenca entre a clearance total e a clearance renal estimada.
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Tabela 8 — Resumo das caracteristicas biofarmacéuticas e farmacocinéticas do Naproxeno

Parametros Estimativa
(Pcerrr]r/n”?iant;ilidade intestinal  efetiva  (Peff) 529 x 1078
Clearance total (mL/min/kg) 0.13
Clearance renal (mL/min/kg) 0.0171
Clearance hepética (mL/min/kg) 0.1129

4.2.4 Formulacdo e protocolo de administracdo

Na simulacdo PBPK assumiu-se que o naproxeno € administrado na forma de sal sédico
e sob uma forma de libertagdo imediata, com o perfil de dissolugdo médio obtido em meio
tamponado a pH 6.8 abaixo tabelado. Assumiu-se uma dose Unica de 550 mg administrada

em jejum.

Tabela 9 - Razéo entre a percentagem de Naproxeno que € dissolvida ao longo do tempo

Tempo  Naproxeno comprimidos 550 mg

(min) % dissolvida
0 0,00%
10 4,40%
15 40.0%
20 67,3%
30 91,0%
40 95,9%
45 97.0%
50 98,0%
60 100%

Na simulacdo assumiu-se ainda as seguintes estimativas para a dissolucdo de particulas

de naproxeno:
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Tabela 10 - Parémetros estimados para a dissolugédo de particulas de naproxeno

Parametros Individual Populacéo
Farmaco precipitado tratado como: Soluvel Soluvel
Coeficiente de difusio aquoso (cm2/min) 4.61x10* 4.61x10™
Densidade (naproxeno) (g/cm?) 1.00 1.00

Dissolugdo imediata de particula de

NP 1.00x107? 1.00x107?
naproxeno com tamanho inferior a (um)

4.2.5 Verificacdo do modelo

O perfil plasmatico de naproxeno simulado inicialmente para a formulacdo de
comprimidos na dose Unica de 550 mg apresenta-se na figura 16 (escala log-linear). Os
dados observados para a mesma condicao de administracdo, obtidos a partir de um estudo
de bioequivaléncia com duas formulagdes de libertacdo imediata de naproxeno [80] séo
representados igualmente na figura a cor azul. O método de estimacdo dos coeficientes

de particdo inicialmente usado foi o Standard.
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Figura 16 - Simulacao do perfil plasmatico do Naproxeno para a formulagéo 550 mg em comprimido de dose Unica

O perfil plasmatico simulado para o naproxeno apresenta um consideravel desvio do
perfil médio experimental obtido no estudo de bioequivaléncia, em especial no que
respeita a quantidade de farmaco absorvida, indicando uma estimativa muito baixa para

a permeabilidade intestinal efetiva.

Ap0s pesquisa na bibliogafia, verificou-se que o naproxeno é passivel de ser um substrato
para os transportadores de acidos monocarboxilicos ap6s estudo em células caco-2 [81].
Com base nos dados experimentais publicados, a permeabilidade aparente (Papp) €m caco-
2 foi de 4.9x10°° cmy/s.

A partir do valor estimado da Papp em caco-2 é possivel estimar um valor para a

permeabilidade efetiva intestinal a partir do modelo de regressao descrito por Paixéo et
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al [81], em que RBN representa o descritor molecular Number of Rotable Bonds, que no

caso do naproxeno tem o valor de 3 (obtido a partir de DrugBank e pkCSM).

A equacéo de regresséo descreve-se abaixo:

log(Peff)(cm/h) = 0.932 + 0.763 x log(Papp)(cm/h) + 0.0324 x RBN (3)

A partir desta equag&o € entdo possivel determinar uma estimativa para a permeabilidade

efetiva intestinal de 0.0082 cm/min.

Com este valor foi entdo possivel obter o perfil representado abaixo na figura 17 :
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Figura 17 - Perfil plasmatico experimental do Naproxeno
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Ap0s este ajustamento no valor da estimativa da Pesf, 0 perfil simulado aproximou-se do
perfil experimental, significando que o incremento de permeabilidade devido ao recurso
de um transportador é compativel com os dados experimentais. O perfil simulado
permitiu assim atingir uma concentracdo maxima proxima do Cmax observado no perfil
experimental. Contudo, o perfil simulado difere ainda um pouco do perfil experimental
na fase pos tmax, Muito dependente da distribuicdo do farmaco, i.e. das estimativas dos
valores dos coeficientes de particdo 6rgdo plasma e das permeabilidades através das

membranas celulares.

Através da funcdo Parameter Identification disponivel no PK-Sim® foi possivel fazer
um ajustamento da estimativa do pardmetro coeficiente de parti¢do intersticial/plasma
para o tecido adiposo. A selecdo deste parametro foi decidida apds uma analise de
sensibilidade, outra funcdo do PK-Sim® que permite avaliar qual o impacto da
modificacdo dos valores dos parametros do modelo nos parametros farmacocinéticos Cmax
e AUC.

A estimativa do coeficiente de particdo intersticial/plasma para o tecido adiposo foi assim
ajustada de 1.25 para 2.35x10°. O método de calculo dos coeficientes de particéo e
permeabilidade celular que corresponderam ao melhor ajustamento foram os métodos de

Berezhkovskiy e modelo de Schmitt dependente de carga, respetivamente.

Na figura 18 apresenta-se o perfil simulado obtido, no qual se observa uma melhoria no

ajustamento ao perfil experimental:
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Figura 18 - Perfil plasmético simulado do Naproxeno

4.2.6 Simulacdo dos perfis plasmaticos de naproxeno na populacio

A partir dos parametros ajustados do modelo, foram simulados perfis plasmaticos para a
amostra de 100 individuos da populacdo. No grafico de bigodes representado na figura
19 descreve-se a distribuicdo da amostra aleat6ria da populacao por grupo etario: dos 18
aos 29, dos 29 aos 39, dos 39 aos 53 e dos 53 aos 63 anos de idade
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Figura 19 - Distribuicdo aleatoria dos grupos etarios na amostra do grupo de 100 individuos utilizados para a
simulagédo

O perfil médio e respetivo intervalo de confianca [2.5-97.5%] apresenta-se na figura 20,

juntamente com o perfil médio observado num ensaio de bioequivaléncia [80] :
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Figura 20 - Perfil médio e intervalo de confianga obtido comparado com o perfil médio observado num ensaio de
bioequivaléncia

Na figura 21 apresenta-se a disperséo de valores de Cmax para a amostra da populacao
simulada, por grupo etario. Pode observar-se que nos grupos etarios correspondentes a
idade de 30 a 53 anos, a média do Cmax € inferior comparativamente aos grupos etarios
dos 18 aos 30 e dos 53 aos 63 anos. A média do Cmax para a amostra de 100 individuos
foi de 78164 ng/mL. A média + DP obtida para o pardametro Cmax No estudo de
bioequivaléncia foi de 75920 + 11180 ng/mL, para uma amostra de 26 voluntarios com

idades entre os 19 e 0s 43 anos.

50



Group_1 from 18,78 ko 29.56 Group_2 from 29,56 to 39,47 Group_3 from 39,47 ko 53.70 Group_4 from 53.70 to 62,87

aa000

max [ng/ml]

44000

gz2000

80000

88000

86000

84000

lism-Peripheral Venous Blood-Plasma|C.

82000

80000
78000
76000 ‘

74000

72000
70000
88000 [

BE000

[
=
2
z
L
o
@

G4000

Concentration-Individual

82000

Figura 21 - Dispersao de valores de Cmax para a amostra de populacdo utilizada na simulacao, dividido por grupo
etario

Na figura 22 apresenta-se a dispersdo de valores de AUCo.72 para a amostra da populacao
simulada, por grupo etéario. A media + DP obtida para o pardmetro AUCo.72 no estudo de
bioequivaléncia foi de 969770 + 169560 ng.h/mL, para uma amostra de 26 voluntarios

com idades entre 0s 19 e 0s 43 anos.
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Figura 22 - Dispersdo de valores de AUC para a amostra de populacéo utilizada na simulagéo, dividido por grupo
etario

No que respeita ao tempo de semi-vida de eliminacao (figura 23), do gréfico de bigodes
pode inferir-se que as médias obtidas para os diferentes grupos etarios é similar (18.1 a
19.6h). Contudo a simulacdo apresentou uma maior dispersdao de valores de tempo de
semi-vida para o grupo etario dos 39 aos 53 anos. A média do ti» para a amostra de 100
individuos foi de 21.2 horas. A média + DP obtida para o parametro ti» no estudo de
bioequivaléncia foi de 15.11 + 1.40 ng.h/mL, para uma amostra de 26 voluntarios com

idades entre os 19 e 0s 43 anos.

52



Group_1 from 18,738 to 29,56 Group_z from 29,56 to 39,47 Group_3 from 39,47 ta 53.70 Group_4 from 53.70 to 62.87

32

a|Half-Life [h)

2l

30

28

28

27

26

25

-Paripheral Venous Blood-Plasm

23

22

21

20

Q
o
=

z
o
o

Concentration-Individual
o

Figura 23 - Dispersdo de valores de t1/2 para a amostra de populacéo utilizada na simulacéo, dividido por grupo
etario

Os valores do tempo de semi-vida obtidos para a amostra sdo apresentados por grupo
etario no grafico representado na figura 24. Pode observar-se que no grupo etario dos 39
aos 53 anos existem 4 individuos com um tempo de semi-vida de eliminacédo entre [28 —
36h].
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5. Conclusao

Apbs analise das propriedades farmacocinéticas dos 3 AINE’s, o naproxeno é o farmaco
que se caracteriza pelo tempo de semi-vida de eliminacdo mais longo (12-15h),
comparativamente ao ibuprofeno (2h) e ao diclofenac (1-2h), sendo por isso o farmaco
mais limitante na defini¢do do periodo de restrigdo temporaria de dadores de sangue por

terapéutica com AINE’s.

A simulacdo através de modelo de base fisiologica no software PK-Sim®, teve por
objetivo avaliar os intervalos de valores estimados para o pardmetro tempo de semi-vida
de eliminacdo na populacdo dadora (idade entre 18 e 65 anos). O valor mais elevado
estimado a partir das simulacdes foi de 36h. O Manual de Triagem do Dador de Sangue
prevé uma restricdo tempordaria para um individuo que fez terapéutica com AINE’s de 5
dias (120h). Assumindo-se o valor médio descrito de ti7> de 15h, a restricdo temporéria
de 120h assegura que 99.6% do naproxeno presente no organismo ja tenha sido eliminado.
Assumindo-se o valor médio estimado de t1> de 21h, a percentagem de farmaco eliminado
é de 98%, e se o valor extremo de 36h for assumido, a percentagem de farmaco eliminado
é de 90%.

Assim, a restricdo temporaria de 120h assegura que neste intervalo de valores de tempo
de semi-vida de eliminacéo, pelo menos 90% do naproxeno presente no organismo tenha
sido eliminado, sendo por isso um bom compromisso para a seguranca/protecdo dos

receptores do sangue doado.

Contudo, para os AINE’s diclofenac e ibuprofeno, com tempos de semi-vida de
eliminacdo considerados curtos, a restricdo temporaria de 120h é muito limitativa.
Todavia, e na perspectiva da triagem de dadores de sangue, a qual se pretende célere e
onde a especificacdo do periodo de restricdo temporaria por farmaco e dificil, a
generalizacdo do periodo de 120h para o grupo AINE’s parece entdo ser um bom

compromisso entre a seguranga e 0s objetivos da triagem de dadores.
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Figura 16 a Figura 24 — PrintScreen dos resultados obtidos na simulacdo realizada no

programa PK-Sim
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